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摘要 :利用 DNA. 复合 条 形 码 技术 ,研究 了 11 个 样本 的 蝗虫 肠 道 共 生 真 菌 的 多 样 性 。 结 果 显 示 AITS 在 所 人 研究 的 物种 中 上 鉴定 了 
5 门 16 纲 29 H 40/8 2786 OTU 真菌 。 肠 道真 菌 群落 组 成 分 析 结 果 显 示 : 所 有 物种 肠 道真 菌 类 群 中 含量 最 高 的 是 木耳 菌 目 和 银 
耳目 ,其 中 斑 翅 蝗 科 的 真菌 类 和 群 多 样 性 相对 最 高 , 斑 腿 蝗 科 的 真菌 类 群 多 样 性 相对 最 低 s 束 明 各 峰 和 蝶 肠 道 之 间 存 在 着 明显 的 菌 
群 多样 性 变化 。a 多 样 性 分 析 结 果 显 示 : 斑 怒 蝗 科 的 共生 真菌 群落 丰富 度 和 多 样 性 最 高 , 斑 腿 蝗 种 的 则 最 低 。B 多 样 性 分 析 结 
果 显 示 :(1) 同 科 的 各 个 种 的 肠 道 真菌 群落 结构 差异 性 较 小 ,不 同 科 的 种 的 肠 道 真 郊 群落 结构 差异 性 较 大 ; (2) 剑 角 蝗 科 的 肠 道 
真菌 群落 结构 与 其 他 物种 的 相似 性 均 相 对 较 低 ,而 且 在 两 个 不 同 取样 地 得 到 的 中 华 剑 葡 蝗 的 真菌 群落 结构 相似 性 也 相对 较 低 。 
聚 类 分 析 结 果 显 示 :(1) 同 科 的 蝗虫 肠 道真 菌 首先 聚 到 一 起 , 且 群 落 相 似 性 茧 相对 较 高 ;(2) 布 勒 掷 孢 酵母 属 . 内 疣 衣 属 和 外 瓶 
霉 属 3 个 属 在 蝗虫 肠 道真 菌 中 是 优势 菌 属 。 
关键 词 :DNA 复合 条 形 码 ;蝗虫 ; 肠 道 共 生 真 菌 ;真菌 多 样 性 
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Study of the biodiversity in intestinal symbiotic fungi in grasshoppers species by 


using DNA meta-barcoding 


YANG Liping, CHANG Huihui, LI Jie, ZĦANG Zhibin, HUANG Yuan" 
College of Life Science, Shaanxi Normal University, Xi'an 110062, China 


Abstract: DNA meta-barcoding technology, which is a combination of DNA barcoding and high-throughput sequencing, is 
a highly efficient method for monitoring microbial diversity. In this study, we investigated symbiotic fungi in the gut of 8 
grasshopper species collected from Qinling Mountain and campus of Shaanxi Normal University with respects of alpha 
diversity, beta diversity, and. cluster analyses, and evaluated the differences in the microbial diversity of the samples 
collected from the two locations. A total of 8 individuals from 8 species collected from Qinling Mountain ( namely, 
Trilophidia annulata, Atractomorpha | sinensis, Acrida cinerea, Chorthippus chinensis,  Pedopodisma — tsinlingensis , 
Fruhstorferiola omei.; Euchorthippus unicolor, and Xenocatantops brachycerus) and 3 individuals from 3 species collected 
from, the campus of Shaanxi Normal University ( namely, Trilophidia annulata , Atractomorpha sinensis and Acrida cinerea ) 
were-sampled. The grasshoppers were starved overnight and dissected, and the intestinal gut was fixed in 10096 ethanol for 
DNA extraction. Internal transcribed spacers (ITS) were selected as barcoding sequences. After DNA extraction and PCR 
amplification using fungus ITS universal primers, the amplicons were sequenced using the 454 FLX + platform. Two 
software, Qiime and Mothur, were used to analyze the raw data, and to obtain an operational taxonomic unit ( OTU) list. 


Ecological analysis was subsequently performed using Excel, R, and Qiime software. Analysis of the fungal species 
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composition revealed a total of 2786 OTUs, 40 genera, 29 orders, 16 classes, and 5 phyla. With respect to community 
composition, analysis of the ITS sequences revealed that the orders Tremellales and Auriculariales contained the highest 
number of species, and fungus diversity was the highest in Oedipodidae and lowest in Catantopidae. These findings 
indicated that the diversity of fungi in the gut of the grasshoppers was significantly different. Moreover, the alpha diversity 
analysis showed that Oedipodidae had relatively high values of community richness and diversity when compared with the 
other families. The beta diversity analysis demonstrated that the intestinal fungal community structure of the grasshoppers 
showed no significant difference within a family; in contrast, exhibited more differences among species of different families. 
However, the gut fungal community structure of Acrida cinerea in different environments showed a relatively low similarity. 
Finally, the cluster analysis showed that grasshoppers from the same family primarily clustered together and-their community 
similarity was relatively high. Bullera, Ochrolechia, and Exophiala were the dominant genera among the grasshoppers' 
intestinal fungi. This also showed that the fungal populations in the intestines of the grasshoppers were highly diverse in 
terms of the number of species and their community structure composition, although the differences in the fungal 


communities varied with the grasshopper host species and surrounding environment. 


Key Words: DNA meta-barcoding; grasshoppers; intestinal symbiotic fungus; fungus diversity 


DNA 复合 条 形 码 是 指 利用 高 通 量 测序 技术 同时 获得 很 多 物种 的 人 条 形 公 序列 以 进行 群落 分 类 单元 组 成 的 
鉴定 方法 。 该 技术 可 以 对 大 量 混合 样本 快速 地 进行 物种 鉴定 ,避免 子 单 物 种 DNA. 条 形 码 鉴定 的 低 效率 ,其 
快速 .可 重复 .高效 等 特点 让 更 多 的 科研 人 员 和 项 目 管 理 者 能 够 轻松 进行 生物 多 样 性 评估 。 随 着 高 通 量 测序 
技术 的 发 展 、 条 形 码 数据 库 的 完善 和 生物 信息 学 软件 的 开发 DNA 复合 条 形 码 技术 已 成 为 微生物 多 样 性 检测 
的 常用 技术 。 

DNA 复合 条 形 码 从 诞生 以 来 已 普遍 应 用 钙 微 生物 群落 的 多 样 性 研究 ,在 共生 真菌 多 样 性 研究 方面 ， 
Schmidt! 站 通过 对 德国 弗 勒 斯 海 姆 的 16 个 竺 娘 样 本 的 真菌 进行 内 转录 间隔 区 ITS1(internal transcribed spacer) 
区 域 的 PCR 扩 增 ,将 扩 增 产物 进行 高 通 量 第 二 代 测 序 ,结果 得 到 3320 个 操作 分 类 单元 OTU (operational 
taxonomic units) , 同时 表明 群落 相似 性 随 着 地 理 位置 的 疏远 逐渐 降低 ;Siddique'31 采 用 复合 条 形 码 技术 ,对 3 
个 不 同 地 区 设 有 梯度 海拔 的 欧洲 桦木 树叶 的 真菌 群落 多 样 性 进行 了 分 析 ,总 结 出 一 个 关于 真菌 全 长 ITS 的 双 
末端 测序 的 准确 且 有 效 的 数据 处 理 流程 ; 燕 勇 等 通过 对 3 株 真 菌 的 rDNA-ITS 序列 进行 分 析 ,探讨 基于 ITS 
多 态 性 的 序列 分 析 在 真菌 鉴定 中 的 应 用 ; 隋 心 等 5 利用 Tiangen DP330 土壤 提取 试剂 盒 对 土壤 总 DNA 进行 
提取 并 对 真菌 的 ITS-RCR 体系 进行 优化 ,建立 了 最 佳 ITS-PCR 扩 增 体系 。 此 外 ,DNA 复合 条 形 码 在 动物 多 样 
性 ' 植物 多 样 性 '” 动物 食性 分 析 和 排 汇 物 中 等 方面 都 有 广泛 的 应 用 。 

蝗虫 是 世界 性 的 农业 害虫 ,在 我 国 分 布 范围 广 种群 数 量 大 。 近 年 来 , 受 异 常 气候 及 生态 环境 恶化 等 因素 
的 影响 ,我 国峰 虫 灾 害 的 发 生 逐 年 加 重 ,严重 影响 农业 、 畜 牧 业 的 可 持续 发 展 和 农田 、 草 原生 态 环 境 质量 '” 。 
了 解 蝗虫 肠 道 内 共生 真菌 ,掌握 共生 菌 与 宿主 的 关系 以 及 肠 道真 菌 群落 组 成 ,对 于 利用 寄生 真菌 或 真菌 代谢 
产生 的 有 机 物 防治 蝗虫 有 潜在 的 应 用 价值 。 

目前 对 昆虫 肠 道 共生 真菌 的 研究 有 限 。 国 内 有 文献 报道 了 取 食 不 同 品种 茶叶 的 茶 尺 竖 幼 虫 肠 道真 菌 :2 
和 黑 翅 十 白蚁 (Odomzotermes formosanus ) 肠 道中 分 离 得 到 了 一 株 产 漆 酶 内 生 真菌 5 ;国外 有 文献 报道 了 在 哥 
斯 达 黎 加 的 热带 两 林 中 以 木质 为 生 的 甲虫 肠 道 中 的 细菌 和 真菌 ,得 到 真菌 3 门 16 目 24 科 40 JE, HREJE 
最 丰富 的 真菌 属 !”; 。 关 于 蝗虫 肠 道 共生 真菌 多 样 性 的 研究 就 比较 少 。 

本 文选 择 真 菌 核糖 体 RNA 基因 艇 的 内 转录 间隔 区 (ITS) 作 为 条 形 码 标 记 , 用 DNA 复合 条 形 码 技术 对 蝗 
虫 肠 道 共生 真菌 组 成 和 群落 结构 进行 了 初步 研究 ,用 a 和 B 多样 性 以 及 聚 类 分 析 比 较 了 不 同 蝗虫 肠 道 中 真 
菌 多 样 性 组 成 的 差别 ,初步 揭示 了 蝗虫 肠 道真 菌 的 多 样 性 。 
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1 材料 与 方法 


1.1 样品 采集 

研究 使 用 的 蝗虫 标本 于 2015 年 9 一 11 月 间 采 自 秦 岭南 五 台山 和 陕西 师范 大 学 校园 C36 1) 。 实 验 前 使 
蝗虫 饥 猴 过 夜 , 排 空 体 内 食物 残 酒 ,用 已 灭 菌 的 狠 子 从 蝗虫 的 头 胸部 背 间 膜 将 肠 道 轻 轻 取出 并 立即 浸泡 在 提 
前 已 装 2/3 无 水 乙醇 的 50 mL 的 离心 管 中 , 同 时 将 虫 体 一 并 放 和 管 中 等 待 鉴定 ,保存 于 -20% 冰箱 中 用 于 
DNA 的 提取 。 
1.2 总 DNA 的 提取 

将 浸泡 在 无 水 乙醇 中 的 蝗虫 肠 道 用 已 灭 菌 过 的 角 子 取出 , 轻 放 在 吸水 纸 上 ,此 过 程 需 在 无 菌 操作 台 进 行 ， 
待 无 水 乙醇 挥发 干净 后 ,采用 酚 - 氯 仿 方法 :5 对 其 进行 总 DNA. 提取 ,得 到 11 个 DNA 样品 ,样品 标号 如 表 1 
所 示 : 


R1 研究 标本 信息 和 真菌 鉴定 结果 


Table 1 Information of studied samples and the results of Fungi identification 


物种 采样 地 。 样本 编码 gru pen 鉴定 结果 
Species Location Saile code ou 和 iir Date 人 
result 
PEA EEH PEL Trilophidia annalata 南 五 台 N-A 3 09-13 95512 H 
Oedipodidae 校园 X-A 3 09-21 1024 12 H 
锥 头 粕 科 短 额 负 蝗 Atractomorpha sinensis 南 五 台 N-B 3 09-13 6 纲 8 H 
Pyrgomorphidae 校园 X-B 3 09-21 7 纲 9 目 
剑 角 蝗 科 "PAESI ffi Acrida cinerea BEA N-C 1 09-13 6 纲 8 目 
Acrididae 校园 X-C 1 09-21 8 纲 9 H 
网 九星 科 "PAAR. Chorthippus chinensis 南 五 台 N-D 3 09-15 4 纲 5 目 
Arcypteridae 素 色 异 爪 蝗 Euchorthippus unicolór 南 五 台 N-G 3 10-21 547 H 
斑 腿 蝗 科 秦岭 小 蹦 蝗 Pedopodisma tsi^nlingensis 南 五 台 N-E 1 09-15 2:83 H 
Catantopidae 峨眉 腹 露 蝗 Fruhstorferióla, omei 南 五 台 N-F 1 10-21 2:82 H 
短 角 外 斑 腿 蝗 Xenocatantops brachycerus 南 五 台 N-H 1 10-21 545 H 


133 PCR 扩 增 以 及 测序 

根据 White" 等 类 分 /研究 所 采用 的 引物 ,实验 扩 增 真菌 ITS 的 正 向 引物 为 ITS5: 5"- 
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG:3', 反 向 引物 为 ITS4: 5'-TCCTCCGCTTATTGATAT GC- 3', 扩 增长 度 约 为 
750bp。 为 了 能 够 同 是 对 多 个 样品 进行 测序 ,以 及 在 后 续 分 析 中 区 分 每 个 样品 序列 ,在 每 个 样品 的 5' 端 都 加 了 
一 个 7bp 的 标签 序列 。 

Sc Wr PCR 体系 为 20 pL ,包括 10 kL 的 2xTaq PCR StarMix with Loading Dye,1.0 pL 的 DNA 模版 ,上 游 
引物 (10 WM) RIEF 75 | 47 (10 pM) 各 1 pL,7 pL 的 双 莹 水 。ITS 的 扩 增 循环 程序 是 :98% 5 min 预 热 ,27 个 循 
35.9896 30 $,47.6*C 45 s,72C 60 s,72% 5 min 延伸 ,4% 保温 。 

PCR 产物 送 往 上 海派 森 诺 生物 科技 有 限 公 司 进 行 高 通 量 测序 ,ITS 采用 454 FLX+ 平 台 进行 测序 。 


2 数据 处 理 和 分 析 


2.1 原始 序列 处 理 : 质 量 过 滤 和 藤 合 体 的 去 除 

首先 ,将 测序 得 到 的 原始 数据 以 sf 格式 保存 ,sf 文件 是 一 种 二 进 制 文件 ,用 mothur “软件 中 的 sffinfo 命 
令 从 中 提取 fasta 序列 文件 和 qual 质量 文件 ,这 一 过 程 就 已 经 对 原始 数据 进行 了 初步 的 质量 过 滤 。 然 后 ,根据 
序列 中 用 于 区 分 样品 的 一 段 碱 基 序 列 信息 提取 每 个 样品 的 有 效 序列 。 

由 于 PCR 扩 增 可 能 会 产生 艇 合体 序列 ,测序 过 程 中 会 产生 点 突变 等 测序 错误 ,为 了 保证 结果 的 准确 性 ， 
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需要 对 有 效 序列 进一步 的 过 滤 和 去 除 嵌 合体 。 实 验 用 Qiime™ 软件 进行 序列 过 滤 , 用 mothur KERRE 
体 序列 。 
2.0 OTU 分 类 和 注释 

使 用 Qiime 软件 中 的 uelust ”对 所 得 到 的 优质 序列 按照 0.97 的 相似 度 进行 OTU 聚 类 ,选取 每 个 OTU 中 
最 长 序列 为 代表 序列 ;将 ITS 的 代表 序列 与 数据 库 Unite 比 对 ,获得 每 个 OTU 分 类 学 信息 。 然 后 ,根据 注释 得 
到 的 精简 OTU 列表 ,用 excel 和 mothur 软件 做 目 水 平 上 的 群落 百分比 堆积 图 和 样品 间 Venn 图 。 
2.3 群落 多 样 性 分 析 

根据 物种 丰 度 ,用 mothur 软件 中 的 summary.single 命令 , 求 出 每 个 样品 的 Chaol ,ACE , Shannon fll Simpson 
指数 。 其 中 Chaol 和 ACE 指数 是 群落 丰富 度 指 数 ,二 者 的 值 越 大 ,说 明和 群落 丰富 度 越 高 ;Shanmon 和 Simpson 

此 数 是 群落 多 样 性 指数 ,Simpson 指数 越 大 ,说明 群落 多 样 性 越 低 ,Shannon 指数 越 大 ,说 明 群 落 多 样 性 越 高 。 

用 Qiime 软件 ,根据 各 样品 的 物种 进化 和 丰 度 信息 ,进行 Unifrac 49r , EEE [8] 25 SEYB EA IV , 2R 
后 进行 非 度量 多 维 尺度 法 NMDS( non-metric multi-dimensional scaling) 分 析 。 
2.44 聚 类 分 析 

根据 精简 后 的 OTU 列表 , 用 R 软件 中 的 pheatmap 程序 包 进 行 属 水 平 下 的 聚 类 分 析 , 并 绘制 出 


heatmap'”™ 图 。 


3 结果 


3.4 测序 质量 评价 
经 最 初 的 质量 过 滤 与 拼接 后 真菌 ITS 得 到 的 有 效 序列 有 il31207 条 ,根据 序列 质量 控制 标准 ,经 优化 处 理 
后 共 获 得 130600 条 序列 ,优质 序列 所 占 比 例 为 99.54% 各 全 样本 的 序列 数 及 所 占 比 例 见 下 表 2。 


表 2 各个 样本 的 序列 及 其 比例 结果 


Table 2 The results of thesequence and proportion of each sample 


m 有 效 序列 优质 序列 - 有 效 序列 优质 序列 

Effective High quality % Effective High quality % 

Sample Sample 

sequence sequence sequence sequence 
N-A 10786 10539 97.71 N-G 14499 14494 99.97 
N-B 11187 11181 99.95 N-H 12592 12518 99.41 
N-C 14258 14228 99.79 X-A 13130 13057 99.44 
N-D 13357 13339 99.87 X-B 7415 7355 99.19 
N-E 12251 12167 99.31 X-C 11836 11829 99.94 
N-F 9896 9893 99.97 合计 Total 131207 130600 99.54 


3.2. JCREZBUNCRURETA 48 HJ 

将 :TEs 鉴定 所 得 的 优质 序列 与 数据 库 比 对 , 共 鉴 定 了 5 门 16 纲 29 目 40 属 ,其 中 各 样本 组 成 情况 见 表 1。 
在 总 层次 上 OTU 的 分 类 情况 如 图 1 所 示 ,ITS 鉴定 得 到 N-A 和 N-B 的 共有 OTU 是 282 ,特有 OTU 分 别 是 478 
和 268; N-C 和 N-D 的 共有 OTU 是 6, 特 有 OTU 分 别 是 220 和 85;N-E 和 N-F 的 共有 OTU 是 6, 特 有 OTU 分 别 
ALOT 和 88;N-G 和 N-H 共 有 0TU 是 1, 特 有 OTU 分 别 是 214 和 105;X-A FI X-B 的 共有 OTU 是 1, 特 有 OTU 
分 别 是 933 和 544;X-B 和 X-C 的 共有 OTU 是 19, 特 有 OTU 分 别 是 526 和 186, 同 时 还 可 以 看 出 ,各 样本 之 间 
存在 着 明显 的 菌 群 多 样 性 变化 。 

根据 OTU 列表 ,可 以 用 样品 在 各 分 类 水 平 ( 门 纲 . 目 、 科 、 属 ) 上 的 物种 组 成 比例 情况 ,来 反应 样品 在 不 同 
分 类 水 平 上 的 群落 结构 。 对 不 同样 本 的 真菌 群落 组 成 比较 可 知 ( 图 2) ,真菌 银耳 目 (Tremellales) 在 N-A、N- 
B,N-G,N-H,X-A 和 X-B 样本 中 微生物 群落 结构 所 占 比 例 最 高 , 均 约 5096 ,而 在 N-E、N-F 和 X-C 样本 中 所 占 
比例 较 低 ,不 超过 30% ;真菌 木耳 目 ( Auriculariales) 在 N-D 样本 中 群落 结构 所 占 比例 最 高 达 50% ,其 余 目 在 各 
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N 
> 
图 1 ITS 在 总 层次 上 组 间 OTU 的 Venn 图 mI" 
Fig.1 The Venn diagram of interblock for ITS in the administrative level, ( | ) Ww 
图 中 N-A 一 N-H 分 别 代表 南 五 台 每 个 样本 的 总 和 ,X-A 一 X-C 分 别 代表 学 id" ii 


"E 


. 3! 


个 样本 中 所 占 比 例 相 对 较 少 。 由 此 可 见 ,真菌 中 银耳 目 和 木耳 菌 目 在 蝗虫 肠 道 aci 落 结 富 。 
mdUEHH MERN "SRRA HAWA WERA "MAN PA, 


下 白粉 菌 目 nZRAH BESA NARAH nA AAN “ 和 
日 鸡 油 菌 目 。 晶 多 孔 菌 目 mA AH | p eT 
-HUIH BHRI  mAAMERH CdHH AWEH 


N-F N-G N-H X-A X-B X-C 
样本 Samples 
Q e 图 2 不同 蝗虫 肠 道真 菌 在 目 水 平 上 的 群落 结构 组 成 


NN OTU 聚 类 分 析 结 果 , 采用 Chaol, ACE , Simpson, Shannon 评估 指数 分 别 对 样本 进行 多 样 性 分 析 '**] 。 


ACE 指数 表明 N-A 和 X-A 的 群落 丰富 度 相 对 最 高 , N-E、N-F 和 N-H M nat 
Simpson 和 Shannon 指数 表明 N-A 和 X-A 的 群落 多 样 性 相对 最 高 ,而 N-D、N-E 和 N-F 的 则 相对 最 低 。 综 合 
上 可 以 得 出 :N-A 和 X-A 的 群落 丰富 度 和 群落 多 样 性 相对 最 高 ,而 N-E 和 N-F 的 则 相对 最 低 。 2 
指数 见 表 3。 
3.4. 群落 相似 性 分 析 
用 样品 之 间 物 种 进化 和 丰 度 信息 ,进行 Unifrae 分 析 , 得 到 样品 间 差 异 距离 矩阵 ,然后 用 差异 距离 矩阵 进 
行 NMDS 分 析 ,得 到 NMDS 图 ,如 图 3 所 示 , 图 中 两 点 之 间 的 距离 越 近 说 明 两 者 之 间 的 微生物 群落 差异 性 越 
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小 , 即 二 者 的 相似 性 越 大 。NMDS 图 显 


示 :群落 差异 较 小 的 组 别 为 N-A (—1.04) F X-A (-1.05) ,其 次 为 N-B 


(0.97) 和 X-B (0.90) N-E(-0.80) 和 N-F (-0.76) ,N-D( -0.24) FI N-G( -0.06) ,群落 差异 较 大 的 组 别 为 X-C 


(0.39) 和 N-C(0.27)。 


表 3 各 样本 真菌 多 样 性 指数 


Table 3 Diversity index of Fungi in each sample 


Simpson Shannon Simpson Shannon 
样本 ”Chaol 指数 ”ACE 指数 。 指数 指数 样本 ”Chaol 指数 ACE 指数 。” ”指数 指数 
Samples Chaol index ACE index Simpson Shannon Samples Chaol index ACE index Simpson Shannon 
index index index index 
N-A 907.88 896.97 0.99 8.23 N-G 275.64 275.70 0.98 6.31 
N-B 652.43 661.59 0.99 7.61 N-H 163.33 128.78 0.98 5.69 
N-C 283.23 260.55 0.98 6.27 X-A 1124.45 1127.59 0.99 8.30 
N-D 213.00 199.52 0.90 5.06 X-B 666.28 659.88 0.99 7.90 
N-E 121.25 114.88 0.95 5.01 X-C 270.18 254.40 0.96 5.75 
N-F 97.00 97.17 0.96 5.42 
3.5 RŽI 10r 
在 属 水 平 上 对 11 个 样本 OTU 分 类 进行 聚 类 ,如 图 orh 、、 oxB 
= 4 所 示 。 由 图 可 知 , N-B 和 X-B 聚 为 一 类 ,说 明 不 同 环 0.4 [X^ 
境 下 短 额 负 蝗 肠 道 共生 真菌 在 属 水 平 上 群落 相似 性 较 2 oa 
高 ;而 N-D 和 N-F 聚 为 另 一 类 ,表明 中 华 雏 粕 和 峨眉 腹 ooa 
re ” 露 蝗 两 物种 的 肠 道 共生 真菌 群落 相似 性 较 高 。 从 属 的 。 -os T 
O 丰富 度 分 布 来 看 , 布 勤 掷 犯 酵母 属 ( Bullera) . 铁 艾 酵 母 -08| NT eN-D XNG 
pr JR ( Tilletiopsis ) , 3h Wf IE RE JR ( Lipomyces ) , VA OX Ji Ua -0.8 -05 -02 01 04 07 10 13 
2 (Ochrolechia) 、 外 瓶 霉 属 ( Exophiala ) 在 11 个 样本 间 所 NMDS1 


占 比 例 较 高 ,相对 丰 度 在 2 一 3 之 间 , 为 优势 菌 属 ; 而 青 
霉菌 属 ( Penicilliumo ) PSR JI W JE (.Fusarium ) 这 两 个 属 
是 劣势 菌 属 。 从 青 霉 菌 属 中 可 以 筛选 到 对 昆虫 有 明显 
杀 虫 活性 的 物质 ,如 桔 青 才 素 \ 弘 害 替 素 和 青 性 酸 等 ;从 
MEJI PRI 
种 劣势 菌 


图 3 各 样品 在 对 群落 结构 影响 最 大 两 因素 下 的 NMDS 图 
Fig.3 The NMDS diagram for each sample in the two most 


important factors that affect the community structure 


i rp dto nT fi e DX EG HU LH] Sj 2S but HE BS 2] Jo , un T- 2 ER, ERIE BREUI Pom fel Rp. [HAE PA 
属 在 用 传统 培养 法 研究 结果 中 却 是 优势 菌 属 '“ ,其 主要 原因 可 能 是 蝗虫 肠 道中 的 真菌 很 多 不 能 以 


常规 培养 方法 所 培养 ,或 者 因为 丰 度 太 低 或 生长 太 慢 没有 被 分 离 纯 化 ,从 而 使 得 培养 法 所 获得 的 种 类 远 低 于 


高 通 量 方法 获得 的 种 类 。 
4 分析 与 讨论 


目前 时 中 昆虫 肠 道 微生物 区 系 的 研究 大 多 是 针对 细菌 多 样 性 研究 ,而 对 肠 道 真菌 多 样 性 的 研究 报道 还 比 
较 少 .” 。 本 文 以 复合 条 形 码 方法 研究 了 蝗虫 成 虫 肠 道 真菌 多 样 性 ,从 以 下 几 方 面 来 进行 结果 分 析 与 讨论 。 


(1) 肠 道 微 生物 与 蝗虫 生活 环境 的 关系 


从 类 群 组 成 和 群落 结构 来 看 ,校园 中 的 六 蝗 , 短 额 负 蝗 和 中 华 剑 角 蝗 要 比分 布 在 南 五 台山 的 相应 蝗虫 的 
真菌 类 群 多 些 ; 且 斑 翅 蝗 科 的 真菌 类 群 要 比 锥 头 蝗 科 及 剑 角 蝗 科 类 群 多 ,从 总 层次 上 也 可 以 得 出 相似 的 结论 。 
这 表明 环境 的 变化 会 对 同 种 蝗虫 的 真菌 多 样 性 造成 一 定 影响 。 有 研究 表示 ,根据 栖息 地 多 样 性 与 昆虫 的 肠 道 
微生物 以 及 昆虫 本 吴 的 多 样 性 呈正 相关 。 这 说 明 昆 虫 肠 道 内 的 微生物 多 样 性 以 及 它们 的 功能 与 昆虫 所 生活 
的 栖息 地 有 密切 关系 ,这 些 结果 对 如 何 减 少 栖息 地 生物 多 样 性 可 能 会 影响 生活 的 物种 可 以 发 挥 的 生态 功能 具 
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短 梗 霉 属 Aureobasidium 
黑 团 孢 属 Periconia 
葵 点 霉 属 Phoma 
链 格 孢 属 Alternaria 
双 极 霉 属 Bipolaris 
外 瓶 霉 属 Exophiala 
青 霉 菌 属 Penicillium 


肉 疣 衣 属 Ochrolechia 
白粉 菌 属 Erysiphe j5 
核 盘 霉 属 Sclerotinia 
油脂 酵母 属 Lipomyces 
MAJ Simplicillium » 
支 顶 孢 属 Acremonium i 
mE Sarocladium ; 
镰刀 菌 属 Fusarium 8.10 
多 毛 菌 属 Hirsutella 7.09 
Aufl Pyricularia 6.08 
腐 质 霉 属 Humicola 5.06 
裙 孔 菌 属 Phylloporus 4.05 
硫磺 菌 属 Laetiporus 3.04 
白 腐 菌 属 Phlebia 0 
猴 头 菌 属 Hericium 
"EB Tomentella 6 


担 孢 酵母 属 Erythrobasidium 
铁 区 酵母 属 Tilletiopsis 

马 拉 色 氏 霉 菌 属 Malassezia 
红 酵 母 属 Rhodotorula 
W) Puccinia 

布 勒 掷 孢 酵母 属 Bullera 

隐 球 酵母 属 Cryptococcus 
KEH Pilobolus 


T CEN 


4 各 样品 肠 道真 菌 在 属 水 平 上 的 热 图 
Fig.4 The heatmap diagram for Fungi at the Genera level 


AERE SUUS, 

(2) 肠 道 微 生物 与 蝗虫 食性 的 关系 

a 多 样 性 是 在 一 个 特定 区 域 或 生态 系统 内 的 多 样 性 ,常用 微生物 的 群落 丰富 度 ( 物 种 数 ) 和 多 样 性 (均匀 
度 ) 来 度量 ,也 就 是 佑 计 所 鉴定 的 微生物 类 群 中 物种 的 数量 以 及 各 样本 的 均匀 度 。 在 a 多 样 性 分 析 中 ,两 地 
的 疣 蝗 的 肠 道 微生物 群落 丰富 度 和 多 样 性 最 高 ,秦岭 小 蹦 蝗 和 峨眉 腹 露 蝗 的 肠 道 微生物 群落 丰富 度 和 多 样 性 
最 低 ,这 可 能 是 由 于 它们 的 食性 差异 造成 的 。 研 究 表 明 ,食性 对 昆虫 肠 道 微生物 的 影响 是 复杂 的 ,每 个 蝗 
虫 都 有 属于 自身 的 摄食 特性 ,不 同 种 蝗虫 就 会 由 于 食性 的 不 同 而 导致 肠 道 真菌 群落 丰富 度 和 多 样 性 有 所 
差异 。 

(3) 肠 道 微生物 组 成 与 分 类 系统 的 关系 

B 史 样 性 是 不 同 生态 系统 之 间 的 多 样 性 比较 ,是 物种 组 成 在 不 同 环境 或 群落 间 的 变化 , 它 是 生物 多 样 性 
的 重要 组 成 部 分 ,与 许多 生态 学 和 进化 生物 学 问题 密切 相关 ,常用 相似 性 来 度量 。 在 此 ,主要 是 用 来 说 明 不 同 
科 和 和 不 同 取样 地 的 蝗虫 肠 道 微生物 群落 组 成 的 差异 ,群落 差异 越 小 即 越 相似 , 说 明 B 多 样 性 越 低 ;反之 ,差异 
越 大 即 越 不 相似 ,说明 B 多 样 性 越 高 。 从 各 样本 之 间 的 NMDS 岁 来 看 , 疣 煌 和 短 额 负 蝗 两 个 物种 在 不 同 环境 
下 , 甚 肠 道 内 共生 真菌 群落 结构 组 成 相似 ,不 以 取样 地 的 改变 而 变化 。 中 华 雏 蝗 和 素 色 异 爪 蝗 .秦岭 小 蹦 昌 和 
峨眉 腹 露 蝗 的 真菌 群落 结构 组 成 也 很 相似 ,但 是 中 华 剑 角 凰 却 因为 环境 的 不 同 两 者 之 间 的 真 戎 群落 组 成 相似 
性 较 低 , 且 中 华 剑 角 蝗 的 真 戎 群落 组 成 与 其 他 物种 的 相似 性 也 较 低 。 由 此 可 见 , 同 科 的 蝗虫 肠 道真 戎 群落 结 
构 相 似 , 不 同 科 的 则 不 相似 ,中 华 剑 角 蝗 除外 。 对 于 以 上 这 个 结论 , 同 科 的 蝗虫 摄食 习惯 可 能 相近 ,而 不 同 科 
的 蝗虫 摄食 习惯 则 不 同 ,因此 ,会 造成 同 科 的 蝗虫 肠 道 真菌 群落 组 成 相似 ,不 同 科 的 则 不 相似 。 
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DNA 复合 条 形 码 技术 扩大 了 微生物 多 样 性 的 研究 范围 ,为 水 体 和 土壤 环境 中 的 微生物 多 样 性 研究 打开 
了 一 扇 大 门 ,尤其 可 以 更 加 快速 高 效 的 用 于 研究 动物 肠 道 微 生物 多 样 性 。 如 Christian Milani 等 ”通过 扩 增 
16SrDNA 序列 用 Ion Torrent PGM 技术 研究 人 类 肠 道 微生物 多 样 性 ,结果 显示 通过 设计 PCR 引物 组 可 以 很 好 
地 检测 双 歧 杆菌 以 及 人 类 肠 道 微生物 群落 的 其 他 菌 群 ,并 且 表 明 复 条 形 码 技术 是 一 个 快速 准确、 便宜 的 方 
法 ,适合 于 调查 人 类 肠 道 微生物 群落 组 成 ;Shelomi 等 ' 当 第 一 次 将 高 通 量 测序 技术 和 条 形 码 相 结 合用 于 研究 
两 类 人 竹 节 虫 的 脂肪 体 唾液 腺 .前 肠 和 后 中 肠 的 微生物 多 样 性 ,结果 显示 大 多 数 细 菌 属于 螺旋 体 属 ( 厚 壁 菌 
门 ) 的 菌株 ,并 且 主 要 在 孤 上 峻 生殖 物种 人 竹 节 虫 的 后 中 肠 , 在 R. artemis 中 肠 段 和 Peruphasma ;schultei 
(Pseudophasmatidae ) 之 间 没 有 显著 性 差异 ;Zhu 等 !'5 通 过 对 大 熊猫 新 鲜 北 便 的 16S rRNA 基因 序列 分 析 ,发现 
梭 菌 属 ( Clostridium) HJ 13 个 OTU 中 有 7 个 是 大 熊猫 肠 道 特有 的 菌 群 ,宏基 因 组 分 析 结 果 进 一 此 证 实 了 梭 霄 
能 降解 纤维 素 与 半 纤 维 素 。 这 些 研究 都 表明 DNA 复合 条 形 码 技术 在 肠 道 微生物 鉴定 的 可 行 性 科 有 效 性 ,期 
望 此 方法 以 后 更 广泛 的 应 用 到 蝗虫 肠 道 微生物 的 研究 当中 ,有 助 于 我 们 了 解 蝗 虫 肠 道 内 真菌 群落 的 差异 E 
生 真 菌 的 功能 作用 和 对 蝗虫 的 生长 发 育 和 代谢 造成 的 影响 ,找到 蝗虫 生物 防治 的 新 访 法 ,过 到 预防 和 控制 的 
目的 。 


5 结论 


(1) 从 类 群 组 成 可 知 ,ITS 共 鉴 定 了 5 门 16 纲 29 目 40 属 2786 OTOA R? 

(2) 从 群落 组 成 分 析 可 知 ,在 南 五 台 和 校园 两 个 地 区 银耳 目 和 木 司 菌 目 属于 侵入 蝗虫 体内 的 两 种 主要 中 
生 真 菌 。 

(3) a 多 样 性 分 析 结 果 可 知 斑 翅 蝗 科 的 真菌 群落 丰富 度 和 多 样 性 最 高 , 斑 腿 蝗 科 的 真菌 群落 丰富 度 和 多 
样 性 最 低 。 

(4) B 多 样 性 分 析 结 果 可 知 同 科 的 蝗虫 肠 道真 菌 群落 结构 相似 ,不 同 科 的 则 不 相似 ,中 华 剑 角 蝗 除外 。 

(5) 聚 类 分 析 结 果 可 知 两 地 的 短 额 负 凰 聚集 到 一 起 ?网 翅 蝗 科 的 中 华 雏 蝗 和 斑 腿 蝗 科 的 峨眉 腹 露 蝗 聚 集 
到 了 一 起 ,表明 它们 两 两 之 间 的 真菌 群落 相似 性 较 高 。 在 此 分 析 中 发 现 布 勒 掷 抱 酵 母 属 ( Bullera ) VADE IE 
(Ochrolechia) 和 外 瓶 霉 属 ( Exophiala)3 个 属 是 优势 菌 属 ; 而 青 霉 菌 属 ( Penicilliumo ) UB J] W JR ( Fusarium ) 这 
2 个 属 是 劣势 菌 属 。 
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